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〔目　的〕
我々は高グルコース条件培養下血管内皮細胞（以下EC）において、H202分解能は低下し細
胞障害性が元進することを報告した。高グルコース条件下のECにおける活性型酸素スカベンジャー
機能の低下は糖尿病血管障害の発症並びに進展機構に関与することが考えられる。ECにおける
グルタチオンレドックスサイクルはH202分解において重要な働きを担っており、本研究では、
高グルコース培養条件がグルタチオンレドックスサイクルに及ぼす影響を、H202添加に伴う細
胞内グルタチオン＜還元型グルタチオン、酸化型グルタチオン（以下各々GSH、GSSGと略す）＞
含量、GSSGの細胞外輸送、及びグルタチオン代謝酵素＜グルタチオンベルオキシダーゼ、グル
タチオンリダクターゼ（以下各々GPO、GRと略す）＞活性の変動について検討した。
〔方　法〕
①ヒト臍帯静脈内皮細胞の単離及び培養：Jaffe等の方法に基づき酵素法でECを単離後、コ
ラーゲン塗布培養皿上で培養し、実験には3～10代継代したものを使用した。②細胞内グルタ
チオン含量、グルタチオン代謝酵素活性の測定：ECをコラーゲン塗布培養皿上に撒き、対照
（5mMグルコース以下NG）群、高グルコース（33mMグルコース以下HG）群、高浸透圧対
照（5mMグルコース＋28mMラフイノース、以下HR）群の3群間で各々8日間培養し、H2
0。（200JLM、1時間）添加群、非添加群の両群において総グルタチオン（GSH＋GSSG）と
GSSG含量をcyclicenzymicmethodを用いて測定した。またグルタチオン代謝酵素活性は、
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き、「司
t－butylhydroperoxide添加に伴うNADPH消退速度を分光光度計を用いて測定した。③GSSG
細胞外輸送の測定：NG群、HG群の2群問において200FLMH202をECに添加後、1時間経
時的に培地を採取しGSSG含量を測定した。④DNA含量の測定：Labarca等の方法に従い
Hoechst33258を用いて蛍光光度計にて測定した。
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〔結　果〕
①HG群における基礎状態の細胞内GSH、GSSG含量は、NG群と差を認めなかった。－一方
H202添加時におけるHG群の細胞内GSH含量は、NG群、HR群と比べて、それぞれ21％（P
＜0．001）、12％（P＜0．01）高値であり、HG群でH202処理に伴うGSH含量の低下に障害を
認めた。②H202添加に伴う細胞内GSH含量の低下は、細胞内GSSG含量の増加と細胞外への
GSSG輸送量に一致し、HG群ではNG群に比し細胞内GSSG含量の増加は44％（P＜0．01）
高値を、また細胞外GSSG輸送は34％（P＜0．01）低値であった。③NG群の培地中GSSG蓄
積量は、200〝MH202の添加に伴い時間依存性に増加したが、HG群での培地中GSSG蓄積量
はH202添加の早期より低下していた。④GPO活性はHG群においてNG群と比べ有意（P＜
0．01）に低値（19％）であったが、GR活性はNG群、HG群間に有意差を認めなかった。また
H202添加群におけるGPO活性はNG群、HG群でそれぞれH202非添加群の54％（P＜
0．01）、58％（P＜0．01）と低値であったが両群間で差を認めなかった。
〔考　察〕
我々はECをHG条件下で培養することにより、H202分解能が低下することを報告したが、
今回この異常がグルタチオンレドックスサイクルの機能低下によることを明らかにした。GPO
依存性のH，02分解はグルタチオンレドックスサイクル即ち、GPO活性、GR活性、GSH量及
びNADPH量によって調節されている。本研究によるとH202は、ECによりGSH依存性に
GPOを介して分解され、それに伴い細胞内GSHは駿化され減少し、一方細胞内GSSGの上昇
とそれに基づくGSSGの細胞外への放出を認めた。HG条件下において、基礎GSH含量に変化
を認めなかったがH202添加に伴う細胞内GSHの減少の程度は、NG群に比し低値であった。
一方HR群は、NG群と同様の変化であったことより、HG条件が及ぼす影響は、高浸透圧効果
によるものとは異なると考えられる。GPO活性は、HG条件下培養によりNG群に比し19％の
低下を認めた。しかし基礎GSH、GSSG含量がHG群とNG群との問に有意な差を認めなかっ
たことと、H202添加後両群の活性に差を認めなかったことから、HG群でH202存在下におけ
るグルタチオンレドックスサイクルの活性低下にGPO活性の低下は直接関与していないと考え
られた。HG条件下H202を添加することに伴い細胞内GSSG含量が増加したが、その程度が
NG群に比し大であったことより、その機構と．して、①HGによるGRを介するGSSGの還元反
応の低下及び、②GSSGの細胞外輸送の低下が考えられた。本研究ではGR活性はHGにより
影響されなかったが、HG条件下において低下したH202処理能がアルドース還元酵素阻害剤の
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処置により完全に国復することを認めている。即ちHG培養条件下においてNADPHの供給が
消費に対して不充分となりグルタチオンレドックスサイクル異常をきたす可能性が示唆された。
一方GSSGの細胞外輸送に関しては、H202添加が時間依存性に培地中へのGSSG蓄積を促し、
HG条件下では細胞内GSSG含量が、NG群に比し増加しているにもかかわらず、培地中の
GSSG量がNG群に比し低下していることから、HG条件下でGSSG細胞外輸送が低下している
ことが示唆された。
〔結　論〕
高グルコース条件下培養血管内皮細胞ではグルタチオンレドックスサイクル異常によりH202
の代謝が低下するが、これはGSHからGSSGへの転換が障害される一方、GSSG還元反応の相
対的低下並びにGSSGの細胞外輸送の低下により細胞内GSSG濃度が上昇することによった。
この様な高グルコースによる血管内皮細胞の活性型酸素スカベンジャー機能の低下は、糖尿病性
血管障害進展の一端を担っているものと考えられる。
学位論文審査の結果の要旨
糖尿病性血管障害発症に活性型酸素が関与している可能性が指摘されている。本研究では、血
管内皮細胞の活性型酸素をスカベンジする機能が高グルコースにより障害される機構について、
血管内皮細胞のグルタチオンレドックスサイクルの面から検討し以下の結果を示した。
1）ヒト臍帯静脈から得られた培養血管内皮細胞においてH202は、還元型グルタチオン（以下
GSH）依存性にグルタチオンベルオキシダーゼ（以下GPO）を介して分解された。それに伴い
細胞内GSHは酸化され減少し、一方細胞内酸化型グルタチオン（GSSG）は上昇した。更に
GSSGの細胞外への放出が認められた。
2）高グルコース培養条件下において、基礎状態でのGSH、GSSG含量は対照の正常グルコー
ス条件と比べ各々差を認めなかった。一方H202添加に伴い高グルコース条件下では細胞内
GSHの減少は対照群に比し軽度であったが、GSSGの増加は有意に大であった。更に高グルコー
ス条件下にて、GSSGの細胞外輸送は対照群に比し低下した。
3）グルタチオンレドックスサイクルを構成する二つの酵素（グルタチオンベルオキシダーゼ、
グルタチオンレダクターゼ）は高グルコース条件下に前者は低下したが、後者は対照と差がなかっ
た。
以上の結果より、高グルコース条件下における血管内皮細胞のラジカルスカベンジャー機能の
低下は、グルタチオンレドックスサイクルの障害に起因することを始めて明らかにした。
本研究は糖尿病性血管障害の発生機序を解明する上で、貴重な示唆を与えるものとして高く評
価されてよい。以上より、本研究は博士（医学）の学位論文として価値あるものと認める。
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